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論　　文　　の　　概　　要
　カブトガニ（Horseshoe　crab）は節足動物門・鋏角綱・剣尾目に属し，生きている化石として，特
異な位置を占める動物である。現存しているカブトガニは，共米大陸東岸の1属1種（”㎜”伽ρo－
1ツ伽㎜・・），　アジア大陸東南海域の2属3種（τ㏄伽ρ1ω〕γ肋伽肋・，τα・伽ρ1舳幽α・・
Cα㈹加oscoゆ伽ゲ・肋肋cα肋）の合計3層4種だけである。わが国に生息しているのは　r脈
加械o肋8である。
　ヵブトガニの血液中には血球または・moeb㏄yteと呼ばれる有核細胞がある。この血球が細胞内
の穎粒を放出して崩壊を起こし，これに伴って，血液の凝固（ゲル化）現象が見られることが知られ
ていたが，近年この血球の懸濁液に細菌内毒素（エンドトキシン）を加えることによっても，脱穎
粒・綱胞の崩壊・融合が起こり，血液がゲル化することが明らかになった。この反応は微量の内毒素
の検出，定量に利用できる為ゴ血球内物質の反応機構等に関する生化学的研究は著しく進んでいる。
　しかし，この動物の血球に関する基礎的研究は極めて少なく，　L．ρo伽加伽伽の血球では1種類
の穎粒を含むただ1種類の血球の存在が一般に認められているのに対し，r〃肋械α肋・では2種
類の穎粒の存在は報告されているものの，血球の種類数については明記されたものはないというのが
現状である。
　本研究はτ’棚θ舳肋8を主な材料として，細胞学・組織化学・生化学的手法を用いて血球の分
類を確立すると共に，この血球申の凝固蛋白質を用いて，4種のカブトガニを生化学的に比較するこ
となどにより，系統関係を明らかにしようとするものである。
　本研究はPART1とPART皿とに分けられる。PART1のS㏄tion1ではτετ肋卿肋・
1
の血球の分類を細胞学・組織イ与学興手法によって研究し，S㏄tion2では血液凝固蛋白質
（coagulogen）の血球内存在様式を研究して，Secti㎝ユにおける血球の分類を裏付けた。
PART皿では現存カブトガニ4種の・0・g・1og㎝について，免疫学的に比較研究した結果を述べ
る。
　　　PART1：カブトガニの血球の分類
Se・ti㎝1：血球の細胞学・組織化学的研究
　未固定の血球を位相差顕微鏡で観察すると敏速に脱穎粒する血球（f・・gi1・・e11，全血球の90％を
占める）と比較的安定な血球（stab1e　ce1l，全血球の10％を占める）の2種類が観察された。
　塗抹標本を染色した結果，血球内に存在する穎粒は全部で3種類存在することが明らかになった。
そのうちのfin・g・・m1・と1・・g・g・・ml・との2種類の穎粒は大檀（1938）の報告した穎粒に一致
するものであり，同一種類の血球（type　B）申に両者とも存在していた。これに対してto1uidine
blue0染色及びPAS反応に陽性な穎粒（bacil1ifom　g・a㎜1e）のみをもつ別な血球（type　A）があ
ることが観察された。
B・・il1ifom　gra㎜1・は組織化学的研究により，申性糖蛋白質であると同定された。なお，type　B
の血球では申性糖蛋白質は穎粒ではなくて，その細胞質申に存在することが明らかにされた。
　この2種類の血球（type　A及びtype　B）は血液凝固反応が開始されないようにfomalin　（10
％）を満たした注射筒に採血し，分離した血球を0，125％antifomin処理した場合にも観察され
た。．このことは，typeA及びtypeBの2種類の血球は明らかに血液申に存在するものであり，
血液凝固に伴う血球の変化の過程を観察したものでないことを示している。血球内の穎粒のうち
1arge　gramleとba・illifom　gr・mleとは血球の大きさに無関係に密につまっているが，fine
gramleは血球の木きさが増すにつれて，その数が増加する。
　以上の研究の結果をL．ρ・1ツ伽肌伽の血球と比較してみると，エ．ρ・伽加舳・について知られ
ている血球は，少なくともその大部分が，τfγ油械伽。に於けるtype　Aに属するものと考えざ
るを得ない。
Secti㎝2：細胞内における・oagulog㎝の存在様式。
M施R功α1．（1975）はム．ρ・伽加例伽の血球から穎粒のみを分離して研究した結果，このカ
ブトガニでは血液凝固系は血球のみに存在し，しかも血液申の穎粒にあると報告している。しかし，
T．t・id㎝t・t・・に於いては2種類の血球と3種類の穎粒が存在することは明らかである（Se・ti㎝
1）。それ故，凝固蛋白質がどちらのtypeの血球に，又どの部分に存在するかを螢光抗体法で調べ
た。
　まず，h・mo・yt・1y・・t・からS・曲・d・x　G－50，調製用竃気泳動法を用いて凝固蛋白質を精製し
た。この凝固蛋白質のtrypsinによるゲル化は0．5分後に観察できるようになり，8分以内に完了し
た。・o・gulog㎝はh・mo・yt・1y・・t・申約30％を占め，電気泳動法では主要バンドとして観察され
た。次にh・m・・yt・ly・・t・と精製した凝固蛋白質とに対するウサギ抗体を作製し，凝固蛋白質に対す
る特異性をゲル内拡散法，免疫電気泳動法及びポリアクリルアミド電気泳動とゲル内拡散を組み合わ
せた方法との3方法で検討した。その結果，3方法のいずれにおいても，抗凝固蛋白抗体は凝固蛋白
質に対して特異的であった。これにより，凝固蛋白質の精製が成功したものと判断した。
　次に，抗凝固蛋白血清から，40％硫安分画法で粗γ・globuIin分画を得，これを螢光色素（flu・
o・・s・・in　i・othio・y・mte，FITC）でラベルした。過剰の色素はSeph・dex　G・25を用い，非特異的螢
光抗体はDEAE…11ulo・・columnを用いて分離しFITC一抗凝固蛋白γ・globu1inを精製した。こ
れを用いて，冷95％ethy1・1・oholで固定した血球の切片を直接染色法により観察した。対照実験は
抗原によって吸収したFITC一凝固蛋白γ・g1obulinを用いた。その結果，全体の約10％を占める
血球では凝固蛋白質は穎粒申に検出され，残りの90％を占める血球では凝固蛋白質は細胞質中に検
出された。前者の血球では穎粒は常に一様に染まったが，後者の血球内の細胞質の染色状態は血球に
よって異なり，種々の染色段階のものが観察された。
一以上のように，凝固蛋白質の存在様式からみても，r竈棚・械伽・の血球には2種類あることが
観察された。
　これらの結果から，T．！棚・伽肋・では位相差顕微鏡によっても，細胞学・組織化学的方法によ
っても，また螢光抗体法によっても，2種類の血球が観察されたことになる。それぞれの種類に含ま
れる穎粒の形状，その分布状態，また全血球申に含まれるそれぞれの種類の占めるパーセントなどに
より，次の関係が成立するものと推定される。
　1）・t・b1・・ell－b・・il1if・・m騨m1・を含んだ血球一凝固蛋白質を穎粒に持つ血球；
　2）fragile　ce1」fine　gram1eと1arge　gramleを含んだ血球一凝固蛋白質を細胞質に持つ血球。
　つまり，上記3方法で得られたそれぞれ2種類の血球は互いに一致するものと思われる。
　　　PART皿：4種のカブトガニの凝固蛋白質の比較
丁．肪肋械α肋8，T・幽α・，C・γ0肋棚cα〃吻L．ρ・1ツ伽伽刎・から，同時に，同一方法（DEAE－Se・
phdex　A・50，Sephadex　G・75，調製用電気泳動法等）で凝固蛋白質を精製した。DEAE・Sephdex
A・50を用いる利点は，凝固蛋白質と凝固酵素を㎝e・tepで分画できることである。後者は・o1umn
に吸着され，前者は通過する。通過した凝固蛋白質分画は酸性ゲル電気泳動法によって2本のバンド
で示された。一方，T．trid㎝t・tu・については，吸着された蛋白質を0．3M　N・C1を含む
T・i・・Hα（0・02M・PH7・2）bufferで流出させ，さらにこれをゲル電気泳動（Davisの系）して凝
固酵素を部分精製した。この部分精製した酵素は，アクリルアミドゲル内で近接した2本のバンドと
して示されたが，80℃熱処理したhemocyte1ysate’（Pre－9e1）に加えることにより，ゲル化したので
明らかに酵素活性があることが証明された。
　このT．trid㎝tatusから精製した酵素は他の3種のカブトガニから得た凝固蛋白質をゲル化させ
た。一方，酸性電気泳動，SDS電気泳動でmobilityと分子量を比較検討したところ2種の電気泳
動法において，4種の凝固蛋白は同一のmobilityであり，4種を混合して泳動した場合にも，全く
同一の一本のバンドとして観察された。分子量についてはbovin・・emm・1bumin，ov・lbumin，
1y・o・ymeの移動度を参考にして決定した。1。．ρo伽加伽8の凝固蛋白質については丁刈功α1．
（1977）は分子量24，500と報告されているが，本研究では凝固蛋白質はいずれも分子量20，000で4
一3■
種類の間には差が認められなかった。
　さらにr，棚刎伽。の凝固蛋白質に対す多ウサギ抗血清とL、ρ・1ツ伽刎α。の凝固蛋白質に対
するウサギ抗血清とを用いて，4種の凝固蛋白質の免疫学的比較を試みた。その結果，　Z肘
dε刎α肋・，τg塘α。，C．ゲo切棚cα”α，の凝固蛋白質は免疫学的に非常に高い類似性が認められた
が、ム．ρo肋加榊8の凝固蛋白質は他の3種とは免疫学的に著しく異っていることがわかった。こ
の事実はこの動物間の系統的関係を明らかにする1つの有力な手がかりとなると思われる。
審　　査　　の　　要　　旨
　カブトガニの血球内物質のゲル化反応はリ微量の内毒素の検出・定量に役立つため，ゲル化反応機
構等を申心とする血球内物質の生化学的研究は著しく進んでいる。しかし，この動物の血球に関する
基礎的研究は極めて少なく，アメリカ産カブトガニで1種類の穎粒を含むただ1種類の血球の存在が
一般に認められているだけで，日本産カブトガニの血球については，2種類の穎粒の存在が指摘され
ているに過ぎない。
　本研究は日本産カブトガニを主な材料として，細胞学・組織学・組織化学・螢光抗体法などの宇法
を用いて，血球の分類を明かにする（第一部）と共に，この過程で開発した血球申の凝固蛋白質精製
の手法を用いて，現存する3属4種のカブトガニの血球申の凝固蛋白質を生化学的に比較し，相互の
系統関係を明かにしようとした（第二部）ものである。
　第一部　カブ．トガニの血球の分類
　位相差顕微鏡での観察によって，未固定の血球には，脱穎粒の速度の異なる2種類のあることがわ
かった。塗抹標本を数種の組織化学的方法によって調べると，血球内には3種類の穎粒が存在し，そ
のうちの2種類は同一の血球申に含まれ，他の1種は別種の血球申に含まれることがわかって，これ
らの方法によっても血球には2種類あることが明かになった。次にこの動物の血球抽出液から凝固蛋
白質を精製し，これを用いた螢光抗体法によって調べると，全血球の約10％を占める血球では，凝
固蛋白質は穎粒申に，残りの90％の血球では細胞質に検出されて，凝固蛋白質の存在様式紅らみて
も，2種類の血球の存在が確認された。なおこの2種類が，血球を体外に取り出したための変化でな
いことも確認している。
　第二部　4種のカブトガニの凝固蛋白質の比較
　現存する3属4種のカブトガニから，同時に，同一方法で凝固蛋白質を精製し，一方，日本産カブ
トガニについては，さらに凝固酵素を部分精製した。この酵素は，他の3種のカブトガニから得た凝
固蛋白質牽ゲル化させた。さらに竃気泳動法によって，4種の凝固蛋白質の移動度を調べたところ4
種とも全く同じであり，またそれらの分子量も20，000で4種の間に差が認められなかった。こうし
た類似性があるにも拘らず，日本産カブトガニとアメリカ産カブトガニの凝固蛋白質に対するウサギ
抗血清を用いて，4種の凝固蛋白質の免疫学的比較を試みた結果は，アジア産2属3種のカブトガニ
の凝固蛋白質の間には免疫学的に非常に高い類似性が認められたのに対し，アメリカ産カブトガニの
それとの間には著しいちがいのあることがわかった。この事実はこれら4種間の系統関係を明かにす
る上で有力な手がかりになるものと思われる。
　もともとカブトガニは動物界の申でも特異な位置を占める動物であるが，従来から云われているよ
うに，この動物の血球がただ1種しか存在しないとすれぱ，この点に於ても近縁の動物申に於て稀有
な例となる。したがって，この動物の血液についての基礎的研究としては，まずこの点を明かにすべ
きである。本研究では第一部に於て，細胞学・組織化学などの手法によって，少くとも日本産カブト
ガニでは2種類の血球のあることを明かにし，その上，凝固蛋白質を精製し，これを用いた螢光抗体
法によってその結論を裏づけた。ここで用いた螢光抗体法は単に2種類の血球の識別をしたに止まら
ず，血球申における凝固蛋白質の存在部位をin　Situで明かにした点で高く評価される。さらに，こ
の方法は今後血液凝固機能をもつ他の動物の血球の研究上に役立つものと思われる。
　第二部においては，現存する3属4種の総てのカブトガニの血球内凝固蛋白質を，同時に同一方法
で精製し，生化学的・免疫学的に比較した。このうち東南アジア産の2属2種についてのこの方面の
研究は全くないので，これらの結果が新知見であることはいうまでもないが，4種の比較により，ア
ジァ産3種の相互間に比べて，アメリカ産のものが著しく類縁関係が浅いことが示唆されているの
は，他の分野におけるこの方面の研究と併せ考えると，極めて興味深い結果ということができる。こ
の点に関しては，今後さらに展開さるべき部分が残されているが，本研究はその基礎を築いたもめと
いうことができる。従って，本論文はこの分野の発展に貢献するところが犬きい業績として高く評価
される。　　　　　　　　　　　　　　．
　上記の論文審査と最終試験の結果に基づき，著者は理学博士の学位を受けるに十分な資格を有する
ものと認められる。
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